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(57) Abstract 

The invention relates to the use of a method in which by reducing in the blood of a mammal by administration of effectors the enzyme 
activity of dipepb'dyl peptidase (DP IV) or enzyme activity similar to DP IV, the endogenous (or additionally exogenously administered) 
insulinotropic peptide gastric inhibitory polypeptide 1-42 (OIP1.42) and glucagon-like peptide amide- 1 7-36 (GLP-b-*) (or similarly GLP- 
I707 or analogues thereof) are decomposed in a causal sequence to a reduced extent by DP IV enzymes or those similar to DP IV. 
Consequently, the fall in the concentration of said peptide hormones or the analogues thereof is reduced or retarded. The increased stability, 
achieved by the action of DP IV effectors, of the incretine or the analogues thereof which are available endogenously or exogenously and 
consequently provided In increased numbers for insulinotropic stimulation of the Incretine receptors of the Langerhans cells in the pancreas, 
changes the power of endogenous insulin thereby stimulating the metabolism of carbohydrates in the treated organism. The blood sugar 
level therefore drops below the glucose concentration, characteristic of hyperglycemia, in the serum of the treated organism. Metabolic 
anomalies such as glucosuria, hyperiipidemia, possible serious metabolic acidosis, diabetes me I lit us t which result from higher concentrations 
of glucose in the blood over a longer period of time, are prevented or alleviated. The method according to the invention is a novel way of 
lowering high blood glucose concentrations. It is simple, commercially applicable and suitable for use in human medicine for treating, in 
particular diseases caused by above- average blood glucose levels. 

(57) Zusammenfossufig 

Die Erfindung beinhaltct die Anwendung eines Verfahrens, bei dem dutch die Reduction von Dipeptidyl Peptidase (DP IV-) bzw. DP 
IV-analoger Enzymaktivit&t im Blut eines Saugers dutch Verabreichung von Effektoren, in kausaler Folge die endogenen (oder zusfitzlich 
exogen verdbreichten) insulinotropen Peptide Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 (GIPj-43) und Glucagon-Like Peptide Amide- 1 7-36 
(GLP-h-36) (o.a. GLP-b-y? Oder deren Analoga) durch DP IV- und DP rv-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut werden und damit die 
Konzentrationsabnahme dieser Peptidhormone bzw. ihrcr Analoga verringert bzw. verzogert wind. In Folge dicscr, durch die Wirkung 
von DP IV-Effektoren erzielten, erhohten Stability der (endogen vorhandenen Oder exogen zugefUhrten) Incretine oder ihrcr Analoga, 
die damit vermehrt fDr die insulinotrope Stimulierung der [ncretin-RezeptoTen der Langerhansschen Zellen im Pankreas zur Verfflgung 
stehen, verSndert sich die Wirk&amkeit von kOrpereigenem Insulin, was eine Stimulierung des Kohlehydratstoffwechsels des behandelten 
Organ ismus nach sich zieht. A Is Resultat sinkt der Blutzuckerspiegel unter die filr Hyperglykamie charakteristische Glukosckonzentration 
im Serum des behandelten Organ ismus. Damit konnen Stoffwechsetanom alien wie Glukosurie, Hyperlipidamie sowie m6gliche sen were 
metabolische Azidoscn, Diabetes mellitus. die die Folge lingerer, erhdhter Glukosekonzentrationen im Blut sind, verhindert bzw, gemildert 
werden. Das erfindungsgemafle Veriahren stellt eine neuartige Herangehensweise zur Senkung erhohter Blutglukosekonzentration dar. Es 
ist einfach, kommerziell nutzbar und zur Anwendung bei der Therapie, insbesondere von Erkrankungen, die auf uberdurchschnittlichen 
Blutglukosewerten basieren, in der Humanmedizin geeignet. 
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VERWENDUNG VON DIPEPTIDYL PEPTIDASE IV HEKHER ZUR SENKUNG DES BLUTGLUKOSE- 
SPIEGELS IN SAUGERN 

N \ \ \ 

Die Erfindung betrifft ein einfaches Verfahren zur Senkung der Blutzuckerkonzentiation mit 

Hilfe von aktivit£tsmindernden Effektoren (Substrates Pseudosubstraten, Inhibitoren, Bin- 

5 dungsproteinen, AntikOrpem u. a.) Sir Enzyme mit vergleichbarer oder identischer Aktivitat 

zur enzymatischen Aktivitat des Enzyms Dipeptidyl Peptidase IV. 

Neben Proteasen, die in unspezifische Proteolyse einbezogen sind, was letztlich den Abbau 
von Proteinen zu AminosSuren bewirkt, kennt man regulatorische Proteasen, die an der Funk- 
tionalisierung (Aktivierung, Deaktivierung, Modulierung) von endogenen Peptidwirkstoffen 

10 beteiligt sind [KIRSCHKE, H., LANGNER, J., RJEMANN, S., WIEDERANDERS, B., AN- 
SORGE, S. and BOHLEY, P., Lysosomal cysteine proteases- Excerpta Medica (Ciba Foun- 
dation Symposium 75), 15 (1980); KRAUSSLICH, H.-G. and WIMMER, E., Viral Proteina- 
ses. Ann Rev, Biochem. 57, 701 (1987)]. Insbesondere im Zusammenhang mit der Immunfor- 
schung und der Neuropeptidforschung sind eine Reihe solcher sogenannten Konvertasen, Si- 

15 gnalpeptidasen oder Enkephalinasen entdeckt worden [GOMEZ, S., GLUSCHANKOF, P., 
LEPAGE, A., MARRAKCHI, N. and COHEN, P., Proc. Natl Acad Set USA 85, 5468 
(1988); ANSORGE, S. and SCHON, E., Histochem. 82, 41 (1987)]. 

Aufgrund der Haufigkeit des Vorkommens der AminosSure Prolin in einer Vielzahl von Pep- 
tidhormonen und den damit verbundenen Struktureigenschaften dieser Peptide wird fur pro- 

20 Unspezifische Peptidasen eine den Signalpeptidasen analoge Funktion diskutiert [YARON, 
A., The Role of Proline in the Proteolytic Regulation of Biologically Active Peptides. Biopo- 
lymers 26, 215 (1987); WALTER, R., SIMMONS, W.H. and YOSHIMOTO, T., Proline Spe- 
cific Endo- and Exopepttdases. Mol Cell Biochem. 30, 111 (1980); VANHOOF, G., 
GOOSSENS, F., DE MEESTER, L, HENDRIKS, D. and SCHARPE, S., Proline motifs and 

25 their biological processing. FASEB Journal 9, 736 (1995)]. Dabei bestimmt Prolin in diesen 
Peptiden durch seine besondere Struktur sowohl Konformation als auch Stabilitat dieser Pep- 
tide, indem sie vor Abbau durch unspezifische Proteasen schiitzt [KESSLER, H., Konforma- 
tion und biologische Wirkung von zyklischen Peptiden. Angew. Chem. 94, 509 (1982)]. En- 
zyme, die dagegen hochspezifisch strukturverSndernd auf Prolin-haltige Sequenzen einwirken 

30 (HIV-Protease, Cyclophylin u. a.) sind attraktive Ziele der aktuellen Wirkstoff-Forschung. 
Insbesondere fur die nach dem Prolin spaltenden Peptidasen Prolyl Endopeptidase (PEP) und 
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Dipeptidyl Peptidase IV (DP IV) konnten Beziehungen zwtschen der Modulation der biologi- 
schen AktivitSt von nattirlichen Peptidsubstraten und deren selektiver Spaltung durch diese 
Enzyme wahrscheinlich gemacht werden. So nimmt man an, dafi PEP eine Rolle beim Lernen 
bzw. im GedachtnisprozeB spielt und DP IV in die Signaliibertragung wahrend der Imrnun- 
5 antwort einbezogen ist [ISHIURA, S., TSUKAHARA, T,, TABIRA, T., SHIMIZU, T., 
ARAHATA K. and SUGITA, H„ FEBS-Letters 260, 131 (1990); HEGEN, M. f NIEDOBI- 
TEK, G., KLEIN, C.E., STEIN, H. and FLEISCHER, B., 1 of Immunology 144, 2908 
(1990)]. 

Ahnlich wie die aufterordentliche Prolinspezifitat dieser Enzyme wird ihre hohe Selektivitat 
10 filr die Aminosaure Alanin innerhalb typischer Erkennungsregionen in Substraten dieser En- 
zyme diskutiert, wonach Alanin-haltige Peptide Shnliche Konformationen einnehmen konnen 
wie strukturanaloge Prolin-haltige Peptide. Kiirzlich wurden derartige Eigenschaften Alanin- 
haltiger Peptidketten durch Punktmutation (Auslausch von Pro 1 in gegen Alanin) nachgewie- 
sen [DODGE, R.W. and SCHERAGA, H.A., Folding and unfolding kinetics of the proline-to- 
15 alanine mutants of bovine pancreatic ribonuclease A. Biochemistry 35 (5) 1548 (1996)]. 

DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivitat (z. B. besitzt die cytosolische DP II eine der DP IV 
nahezu identische Substratspezifitat) kommt im Blutkreislauf vor, wo sie hochspczifisch Di- 
peptide vom N-Terminus biologisch aktiver Peptide abspaltet, wenn Prolin oder Alanin die 
benachbarten Reste der N-terminalen Aminosaure in deren Sequenz darstellen. Deshalb wird 
20 davon ausgegangen, dafl dieses Enzym an der Regulation von Polypeptiden in vivo beteiligt 
ist [VANHOOF, G., GOOSSENS, F„ DE MEESTER, L, HENDRIKS, D. and SCHARPE, S. t 
Proline motifs and their biological processing, FASEB Journal 9, 736 (1995)]. 

Die Glukose-abhSngigen insulinotropen Polypeptide: Gastric Inhibitory Polypeptide 1-42 
(GIP M2 ) und Glucagon-Like Peptide Amide- 1 7-36 (GLP-1 7 . 36 ), Hormone, die die Glukose- 

25 induzierte Insulinsekretion des Pankreas stimulieren (auch Incretine), sind Substrate der DP 
IV, da ste von den N-terminalen Sequenzen dieser Peptide die Dipeptide Tyrosinyl-Alanin 
bzw. Histidyl-AIanin in vitro und in situ abspalten kann [MENTLEIN, R., GALLWITZ, B. ? 
and SCHMIDT, W.E., Dipeptidyl Peptidase IV hydrolyzes gastric inhibitory polypeptide, 
glucagon-like peptide- 1 (7-36)amide, peptide histidine methionine and is responsible for their 

30 degradation in human serum. Eur. J. Biochem. 214, 829 (1993)]. 

Die Reduktion derartiger DP IV- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat zur Spaltung solcher 
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Substrate in vivo kann dazu dienen, unerwCinschte Enzymaktivitat unter Laborbedingungen als 
auch in paihologischen Zustanden von Sauger-Organismen wtrksam zu unterdriicken [DE- 
MUTH, R-U., Recent developments in the irreversible inhibition of serine and cysteine pro- 
teases. J. Enzyme Inhibition 3, 249-278 (1990); DEMUTH, H.-U. and HEINS, J., On the ca- 
5 talytic Mechanism of Dipeptidyl Peptidase IV. in Dipeptidyl Peptidase TV (CD 26) in Meta- 
bolism and the Immune Response (B. Fleischer, Ed.) R.G. Landes, Biomedical Publishers, 
Georgetown, 1-35 (1995)]. Z. B. basiert Diabetes mellitus Typ II (auch Altersdiabetes) auf 
einer verminderten Insulinsekretion bzw. Storungen in der Rezeptorfunktion, die u. a. in pro- 
teolytisch bedingten Konzentrationsanomalten der Incretine begriindet sind [BROWN, J.C., 

10 DAHL, M., KWAWK, S., MCINTOSH, C.H.S., OTTE, S.C. and PEDERSON, R.A. Peptides 
2, 241 (1981); SCHMIDT, W.E., SIEGEL, E.G., GALLWITZ, B. KUMMEL, H., EBERT, R. 
and CREUTZFELDT, W., Characterization of the inulinotropic activity of fragments derived 
from gastric inhibitory polypeptide. Diabetologia 29, 591 A (1986); ADELHORST, K., HE- 
DEGAARD, B.B., KNUDSEN, L.B. and KIRK, O., Structure-activity studies of glucagon- 

1 5 like peptide J. Biol. Cheni. 296, 6275 (1 994)]. 

Hyperglykamie und damit verbundene Ursachen bzw. Folgeerscheinungen (auch Diabetes 
mellitus) werden nach gegenwSrtigem Stand der Technik durch die Verabreichung von Insulin 
(z.B. von aus Rinderpankreas isoliertem oder auch gentechnisch gewonnenem Material) an 
erkrankte Organismen in verschiedenen Darreichungsformen behandelt. Alle bisher bekann- 

20 ten, als auch die moderneren Verfahren zeichnen sich durch hohen Materialaufwand, hohe 
Kosten und oft durch entscheidende Beeintrachtigungen der Lebensqualitat der Patienten aus. 
Die klassische Methode (tSgliche /.v., Insulin-Injektion, iiblich seit den dreiOiger Jahren) be- 
handelt die akuten Krankheitssymptome, flihrt aber nach langerer Anwendung u. a. zu schwe- 
ren GefaSveranderungen (Arteriosklerose) und Nervenschadigungen [LACY, P., Status of 

25 Islet Cell Transplantation. Diabetes Care 1 6 (3) 76 (1993)]. 

Neuerdings wird die Installation subkutaner Depot-Implantate (die Insulinabgabe erfolgt do- 
siert, und die taglichen Injektionen entfallen) sowie die Implantation (Transplantation) intak- 
ter Langerhansscher Zellen in die funktionsgestdrte Pankreasdriise oder andere Organe und 
Gewebe vorgeschlagen. Dcrartige Transplantationen sind technisch aufwendig. Weiterhin 
30 stellen sie einen risikobehafteten chirurgischen Eingriff in den Empfangerorganismus dar und 
verlangen auch bei Zellverpflanzungen nach Methoden zur Suppression bzw. der Umgehung 
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des Immunsystems [LACY, P., Treating Diabetes with Transplanted Ceils. Sci. Americ. 273 
(1)40-46(1995)]. 

Die moglichst orale Applikation hochaffiner, niedermolekularer Enzyminhibitoren dagegen ist 
eine kostengunstigere Alternative z. B. zu invasiven chirurgischen Techniken bei der Be- 
5 handlung pathologischer Erscheinungen. Derartige Enzyminhibitoren finden inzwischen the- 
rapeutischen Einsatz als Immunsuppressiva, Antithrombotika und als AIDS-Virostatika. 
Durch chemisches Design von Statoliths-, Transport- und Clearence-Eigenschaften kann de- 
ren Wirkungsweise modifiziert und auf individuelle Eigenschaften abgestimmt werden 
[SANDLER, M. and SMITH, H.J., Hrsg., Design of Enzyme Inhibitors as Drugs. Oxford 
10 University Press, Oxford (1989); MUNROE, J.E., SHEPHERD, T.A., JUNGHEIM, L.N., 
HORNBACK, W.J., HATCH, S.D., MUESING, M.A., WISKERCHEN, M.A., SU, K.S., 
CAMPANALE, K.M., BAXTER, A.J., and COLACiNO. J.M., Potent, orally bioavailable 
HIV- 1 protease inhibitors containing noncoded D-amino acids. Bioorg. Medicinal Chem. 
Utters 5 (23) 2897 ( 1 995)] . 

1 5 Das Ziel der Erfindung ist ein einfaches und neuartiges Verfahren zur Senkung des Blutgluko- 
sespiegels, das erfindungsgemaB dadurch erreicht werden kann. dafl mittels Verabreichung 
von Effektoren an einen SSugerorganismus, in kausaler Folge die endogenen (oder zusatzlich 
exogen verabreichten) insulinotropen Peptide GIP MJ und GLP-l 7 ., t (o.a. GLP-l 7 .„oder deren 
Analoga) durch DP IV- oder DP IV-ahnliche Enzyme vermindert abgebaut werden und damit 

20 die Konzentrationsabnahme dieser Pepdidhormone bzw. ihrer Analoga veTringert bzw. verzo- 
gert wird. 

Der Erfindung liegt der uberraschende Befund zugrunde, daB eine Reduktion der im Blut- 
kreislauf agierenden DP IV- oder DP IV-ahnlichen enzymatischen Aktivitat kausal zur Beein- 
flussung des Blutzuckerspiegels flihrt. Es wurde gefunden, daB 

25 1. die Verminderung von DP IV- bzw. DP IV-analoger Aktivitat zu relativer Stabilitats- 
erhohung der Glukose-stimulierten, oder extern zugefuhrten Incretine (oder deren Analo- 
ga) zur Folge hat, d.h. durch Applikation von Effektoren der DP IV bzw. DP IV-anloger 
Proteine der Incretin-Abbau im Blut kontrolliert werden kann. 

2. erhOhte biologische Abbaustabilitat der Incretine (oder ihrer Analoga) eine Wirkungs- 
30 veranderung endogenen Insulins zur Folge hat. 
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3. die durch Reduktion der DP IV- bzw. DP IV-analogen enzymatischen Aktivitat im Blut 
erzielte StabilitatserhChung der Incretine in nachfolgender Veranderung der Glukose- 
induzierten Insulinwirkung rcsultiert und damit zu einer mittels DP IV-Effektoren kon- 
trollierbaren Modulicrung des Blut-Glukosespiegels ftlhrt. 

5 Die Erfmdung betrifft somit die Verwendung von EfFektoren der Dipeptidyl Peptidase VI (DP 
IV)- bzw. DP IV-analoger Enzymaktivitat. Zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die fur 
Hyperglykaemie charakteristische Glukosekonzentration im Serum eines Sauger-Organismus. 
Insbesondere betrifft die Erfmdung die Verwendung von Effektoren der DP IV- bzw. der DP 
IV-analogen Enzymaktivitat an Saugern der Verhinderung oder Milderung pathologischer 

10 Stoffwechsel-Anomalten von SSuger-Organismen ausgewahlt aus Glukosurie, Hyperiipidae- 
mie, metabolischer Azidosen und Diabetes Mellitus. In einer weiteren bevorzugten Ausfueh- 
rungsform betrifft die Erfmdung ein Verfahren zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter 

die fur Hyperglykaemie charakteristische Glukosekonzentration im Serum eines Sauger- 
Organismus, das dadurch gekennzeichnet ist, daB man einem Sauger-Organismus eine thera- 
15 peutisch wirksame Menge eines Effektos der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymakti- 
vitat verabreicht. 

In einer zweiten bevorzugten Ausftlhrungsform betrifft die Erfmdung Effektoren der DP IV- 
bzw. der DP IV-Analogen Enzymaktivitat zur Anwendung in einem Verfahren zur Senkung 
des Blutzucker-Spiegels unter die ftlr Hyperglykaemie charakteristische Glukose-Konzentrati- 
20 on im Serum eines Sauger-Organismus. 

Die erfmdungsgemaB applizierten Effektoren der DP IV- bzw. DP IV-analoger Enzyme kon- 
nen in pharmazeutisch anwendbaren Formulieningskomplexen als Inhibitoren, Substrate, 
Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP IV-Expression, Bindungsproteine oder AntikOrper dieser 
Enzymproteine oder Kombinationen aus diesen verschiedenen Stoffen, die DP IV- bzw, DP 

25 IV-analoge Proteinkonzentration im Saugerorganismus reduzieren, zum Einsatz kommen. 
Erfindungsgemfifte Effektoren sind z.B. DP IV-Inhibitoren wie die Dipeptidderivate bzw. Di- 
peptidmimetika Alanyl-Pyrolidid, Isoleucyl-Thiazolidid sowie das Pseudosubstrat N-Valyl- 
Prolyl, O-Benzoyl Hydroxylamin. Derartige Verbindungen sind aus der Literatur bekannt 
[DEMUTH, H.-U., Recent developments in the irreversible inhibition of serine and cysteine 

30 proteases. J. Enzyme Inhibition 3, 249 (1990)] oder in Analogie zu den in der Literatur be- 
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schriebenen Methoden herstellbar. 

Das crfindungsgemaBe Verfahren stellt eine neuarlige Herangehensweise zur Senkung erhoh- 
ter Blutglukosekonzentration im Serum von Saugern dar. Es ist einfach, kommeiziell nutzbar 
und zur Anwendung bei der Therapie, insbesondere von Erkrankungen, die auf tiberdurch- 
schnittlichen Blutgiukosewerten basieren, in der Humanmedizin geeignet. 

Die Effektoren werden in Form von pharmazeutischen PrSparaten enthaltend den Wirkstoff in 
Kombination mit iiblichen aus dem Stand der Technik bekannten Tragermaterialien verab- 
reicht Beispielsweise werden sie parenteral (z.B. /.v., in physiologischer Kochsalzlttsung) 
oder enteral (z.B. oral, formuliert mit iiblichen Trfigermaterialien wie z. B. Glukose) appli- 
ziert. 

In Abhangigkeit von ihrer endogenen Stabilitat und ihrer Bioverfiigbarkeit miissen einfeche 
oder auch mehrfache Gaben der Effektoren erfolgen, urn die erwunschte Normalisierung der 
Blutglukosewerte zu erreichen. Z« B. kann im Falle von Aminoacyl-Thiazolididen ein solcher 
Dosisbereich zwischen 1.0 mg und 10.0 mg Effektorsubstanz pro Kilogramm liegen. 
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Ausflihrungsbeispiele 

Bei spiel 1: Inhibicrung der DP lV-katalysierten Hydrolyse der lncretine GIP^ 2 un & 
G LP- 1 7_j<f in situ 

5 

Sowohi in vitro mit gereinigtem Enyzm als auch in situ, z.B. in gepooltem humanem Serum, 
kann man die Hydrolyse der lncretine, verursacht durch DP IV- bzw. DP IV-analoge Aktivi- 
tSt, nachweisen bzw. mit Hilfe von Inhibitoren unterdrttcken (Abb. 1). 

ErfindungsgemaB erreicht man in situ bei Inkubation von 30 fiM GIP M2 bzw. 30 ^iM 
10 GLP-I 7 . 16 und 20 Isoleucyl-Thiazolidid (la), einem reversiblen DP IV-Inhibitor in 20 %- 
igem Serum bei pH 7.6 und 30 °C die komplette UnterdrOckung der Enzym-katalysierten Hy- 
drolyse beider Peptid-hormone innerhalb von 24 Stunden (lb und 1c, jeweils obere Spektren. 
Synthetisches GIP M2 (5 ^M) und synthetisches GLP-1 7 . 36 (15 jiM) wurden mit humanem 
Serum (20 %) in 0.1 mM TRICINE Puffer bei pH 7.6 und 30 °C fur 24 Stunden inkubiert. 
15 Proben der Inkubationsansatze (fur GIP 1-42 2.5 pmol und im Falle von GLP-1 7 _, 6 7.5 pmol) 
wurden nach verschiedenen Zeiten entnommen. Die Proben wurden mit 2\6 1 -Dihydroxy- 
acetophenon als Matrix co-kristallisiert und mittels MALDI-TOF-Massen-spektrometrie ana- 
lysiert. Die Spektren (Abb. 1) stellen Akkumulationen von 250 einzelnen Laserschiissen pro 
Probe dar. 

20 (lb) Die Signale im Bereich von m/z 4980.1 ± 5.3 entsprechen GIP M2 (M 4975.6) und m/z 
4745.2 ±5.5 dem DP IV-Hydrolyseprodukt GIP 3Jt2 (A/4740.4). 

(1c) Die Signale m/z 3325.0 ± 1.2 entsprechen GLP~1 7 . 36 (At 3297.7) und m/z 3116.7 ± 1.3 
dem DP IV-Hydrolyseprodukt GLP-1 9J6 (Af 3089.6). 

In den VersuchsansUtzen ohne Inhibitor wurden die lncretine in dieser Zeit fast vollstMndig 
25 abgebaut (Abb. 1 b und 1 c f jeweils untere Spektren). 
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Beispie/2: Inhibierung des Abbaus von GLP-lj^ durch den DP IV-Inhibitor Isoleucyl- 
Thiazolidid in vivo. 



Verfolgt man den Metabolismus der nativen lncretine (hier GLP-l 7 . 3fi ) im Serum der Ratte in 
5 Abhangigkeit in Gegenwart des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid (/.v. Injektion einer 
1.5 ^lM Inhibitorlosung in 0.9 %-iger Kochsalzlosung) gegeniiber einer Kontrolle, so ist bei 
einer Konzentration des Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid von ca. 0.1 mg/kg Laborratte bei den 
Inhibitor-behandelten Versuchstieren (n = 5) im Verlaufe des Versuchszeitraums kein Abbau 
des insulino-tropen Peptidhormons GLP-1 7 . 36 zu beobachten (Abb. 2). 

10 Zur Detektion der Metaboliten in Anwesenheit und Abwesenheit des DP IV-Inhibitors (20 
Minuten nach vorheriger Lv. -Inhibitor- bzw. Kochsalzgabe) erhielten die Versuchs- und Kon- 
trolltiere Lv. 50 - 100 pM ,25 I-GLP-1 7 . 36 (spezifische Aktivitfit ca. 1 ^MCi/pM). Blutproben 
wurden nach 2-5 min entnommen und das Plasma mittels 20 % Acetonitril extrahiert Nach- 
folgend wurde der Peptidextrakt mittels, RP-HPLC separiert und die Radioaktivitat der Frak- 

15 tionen an einem y-Counter analysiert. Die gefundene Aktivitat ist in cpm (counts per minute 
relativ zum Maximum angegeben). 



Beispiel 3: Modulation der Insulinmrkung und Senkung des Blutglukosespiegels nach L v. 

Applikation des DP IV-Inhibitors Isoleuzyl-Thiazolidid in vivo. 

20 

An der durch intraduodenale (Ld.) Injektion Glukose-stimulierten Ratte, kann durch Lv. Gabe 
verschiedener DP IV-Effektoren, z. B. von 0.1 mg Isoleucyl-Thiazolidid pro kg Ratte eine auf 
die Inhibitorwirkung zurtickgehende, zeitlich veizogert einsetzende Senkung des Glukose- 
spiegels beobachtet werden. Dieser EfFekt ist dosisabh&ngig und nach Abselzen der Infusion 
25 von 0.05 mg/min des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid pro kg Ratte reversibel. Die i.v. 
Applikation der gleichen Glukosemenge von Inhibitor-behandelten und Kontroll-Tieren zeigt 
im Gegensatz zur den Ld. Glukose-stimulierten Versuchstieren keine vergleichbare Wirkung. 

Abbildung 3 verdeutlicht diese Zusammenhange an den Inhibitor-abhcingigen Veranderungen 
der Plasmaparameter: A - DP IV-Aktivitat, B - Plasma-Insulinspiegel, C - BlutglukoscspiegcL 
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Die Versuchstiere (n « 5, mSnnliche Wistar-Ratten, 200-225 g) erhielten als lnitialdosis 
1.5 \iM Isoleucyl-Thiazolidid in 0.9 %-iger Kochsalzldsung (A) oder gleiche Volumina 
0.9%-ige Kochsalzlosung ohne Inhibitor (■) (Kontrollgruppe n = 5). Die Versuchsgruppe 
erhielt weiterhin eine Infusion des Inhibitors von 0.75 jiM/min uber 30 min Versuchszeit (*). 
5 Der Kontrollgruppe wurde im gleichen Zeitraum eine Inhibitor-freie 0.9%-ige Kochsalzlo- 
sung infundiert. Zum Zeitpunkt t=0 erhielten die Tiere id eine Glukosedosis von Ig/kg 40%- 
iger Dextroselosung (w/v). 

Allen Versuchstieren wurden Blutproben in zehn Minutenabstanden entnommen. 

Glukose Messungen erfolgten am Vollblut (Lifescan One Touch II analyzer) wahrend die DP 
io IV-Aktivitat und die Insulinkonzentrationen im Plasma bestimmt wurden. 

Der hier angewandte Insulintest ist empfindlich zwischen 10 und 160 mU/ml [PEDERSON, 

R.A., BUCHAN, A.M.J., ZAHEDI-ASH, S M CHEN, C.B. & BROWN, J.C. Reg. Peptides. 3, 

53-63 (1982)]. Die DP IV-AktivitSt wurde spektralphotometrisch bestimmt [DEMUTH, H.-U. 

and HEINS, J., On the catalytic Mechanism of Dipeptidyl Peptidase IV. in Dipeptidyl Pepti- 
15 dase IV (CD 26) in Metabolism and the Immune Response (B. Fleischer, Ed.) R.G. Landes, 

Biomedical Publishers, Georgetown, 1-35 (1995)]. Alle Meflwerte sind als Mittelwerte mit 

Standardabweichung angegeben. 
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Patentansprflche 

1. Verwcndung von Effektoren der Dipeptidyl Peptidase (DP IV)- bzw. DP IV-analoger 
Enzymaktivitat zur Senkung des Blutzuckerspiegels unter die fur Hyperglykamie 
charakteristische Glukosekonzentration im Serum eines Sauger-Organismus. 

2. Verwendung gemaB Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, dafi die Verabreichung von 
Effektoren der DP IV- bzw. der DP I V-analogen Enzymaktivitat an Sauger der 
Verhinderung oder Mildenmg pathologischer Stofifwechsel-Anomalien von SSuger- 
Organismen ausgewMhlt aus Giukosurie, Hyperlipidamie, metabolischer Azidosen und 
Diabetes mellitus dient. 

3. Verwendung gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB als Effektoren der 
Dipeptidyl Peptidase (DP IV)- bzw. DP I V-analoger Enzymaktivitat Inhibitoren, Substrate, 
Pseudosubstrate, Inhibitoren der DP IV-Expression, Bindungsproteine oder Antikorper 
dieser Enzymproteine oder Kombinationen der genannten Effektoren verwendet werden, 

4. Effektoren der DP IV- bzw. der DP IV-analogen Enzymaktivitat zur Anwendung in einem 
Verfahren zur Senkung des Blutzucker-Spiegels unter die fur Hyperglykamie 
charakteristische Glukose-Konzentration im Seram eines Sauger-Organismus. 



06/20/02 THU 15:49 FAX 703 308 0294 



GP 1800 FAX MACHINE 7 



]014 



WO 97/40832 



1/3 



PCI7DE97/00820 



1.0. 
0.& 
0.6! 
OA 
0.2 

o.a 

0.2 
0.4J 



0.6- 
0.8- 
1.0- 



GIP, 



1-«2 




20 fiM lle-Thiazolidid 



m/z 



4600 ' 4I00 ' 5000 ' i5oo ' iJbo 




ohne Inhibitor 



GLP-V 



■as 



a 



lle-Thiazolidid 



m/z 



20 mM Ife-Thiazolidid 



2^00 2&)0 3600 3^00 3400 3^00 3^00 



0. 2 I m * i'^ iii 



ohne Inhibitor 



GLP-V38 



Abb. 1 : MALDMOF-Analyse der DP IV-katalysierten Hydrolyse von GIPm2 (b) und 
GLP-7.36 und deren Hemmung durch Isoleucyl-Thiazoiidid (a). 
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Abb. 2: 



HPLC-Analyse der Serumprasenz von GLP-1 Metaboliten in Gegenwart und in 
Abwesenheit DP IV Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid in vivo. 
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Abb. 3: EinfluB des DP IV-Inhibitors Isoleucyl-Thiazolidid auf verschiedene Blutparameter 
der /.rf.-GIukose-stimulierten Ratte. 
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The invention relates to a simple process for reducing the / 
blood sugar concentration using activity-reducing effectors 
(substrates, pseudosubstrates , inhibitors, binding proteins, 
antibodies, etc.) for enzymes with comparable or identical activity 
to the enzymatic activity of the enzyme dipeptidyl peptidase IV. 

In addition to proteases that are included in proteolysis, 
which ultimately causes the breakdown of proteins to form amino 
acids, regulatory proteases are also known that participate in the 
functionalization (activation, deactivation, modulation) of 
endogenous peptide agents [Kirschke, H., Langner, J., Riemann, S., 
Wiederanders, B., Ansorge, S., and Bohley, P., Lysosomal Cysteine 
Proteases. Excerpta Medica (Ciba Foundation Symposium 75), 15 
(1980); Krausslich, H.-G. and Wimmer, E . , Viral Proteinases, Ann. 
Rev. Biochem. 57, 701 (1987)]. A number of such so-called 
convertases, signal peptidases, or enkephalinases have been 
discovered, particularly in conjunction with immune research and 
neuropeptide research [Gomez, S., Gluschankov, P., Lepage, A., 
Marrakchi, N. , and Cohen, P., Proc. natl. Acad. Sci USA, 85, 5468 
(1988); Ansorge, S. and Schon, E., Histochem. 82, 41 (1987)]. 
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Due to the frequent occurrence of the amino acid proline in a 
number of peptide hormones and the structural properties of this 
peptide, a function analogous to the signal peptidases has been 
discussed for proline-specif ic peptidases [Yaron, A., The Role of 
Proline in the Proteolytic Regulation of biologically Active 
Peptides. Biopolymers 26, 215 91987); Walter, R. , Simmons, W. H., 
and Yoshimoto, T. Proline Specific Endo- and Exopeptidases . Mo. 
Cell. Biochem. 30, 111 (1980); Vanhoof, G., Goosens, F., De 
Meester, I., Hendriks, D., and Scharpe, S. Proline Motifs and their 
Biological Processing. FASEB Journal 9, 736 (1995)]. Because of 
its particular structure, proline determines both conformation and 
stability in these peptides, since it protects them from 
decomposition by nonspecific proteases [Kessler, H. , Konformation 
und biologische Wirkung von zyklischen Peptiden [Conformation and 
Biological Effect of Cyclic Peptides], Angew. Chem. 94, 509 
(1982)]. On the other hand, enzymes that act on proline-containing 
sequences in a highly specific, structure-altering manner (HIV 
protease, cyclophilin, etc.) are attractive objects of the current 
research on possible agents. For the proline-cleaving peptidases 
prolyl endopeptidase (PEP) and dipeptidyl peptidase IV (DP IV) , in 12 
particular, links between modulation of the biological activity of 
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natural peptide substrates and their selective cleavage by these 
enzymes have been shown to be probable. Thus, it is assumed that 
PEP plays a role in learning and in the memory process and that 
DP IV is involved in signal transduction during immune response 
[Ishiura, S., Tsukahara, T., Tabira, T. , Shimizu, T., Arahata K., 
and Sugita, H. , FEBS-Letters 260, 131 (1990), Hegen, M. , 
Niedobitek, G., Klein, C. E., Stein, H. , and Fleischer, B., Journal 
of Immunology 144, 2908, (1990)]. 

Similar to the extraordinary proline-specif icity of these 
enzymes, their high selectivity for the amino acid alanine at 
typical recognition sites in substrates is also being discussed, 
whereby alanine-containing peptides can take up similar 
conformations as structurally analogous proline-containing 
peptides. Recently, such properties of alanine-containing peptide 
chains were demonstrated by point mutation (replacement of proline 
with alanine) [Dodge, R. W. and Scheraga, H. A., Folding and 
Unfolding Kinetics of the Proline-to-Alanine Mutants of Bovine 
Pancreatic Robonuclease A. Biochemistry 35 (5) 1548 (1996)]. 

DP IV and DP IV-analog activity (e.g., the cytosolic DP II 
possesses a substrate specificity virtually identical to that of 
DP IV) occurs in the blood circulation, where it splits off 
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dipeptides from the N-terminal of biologically active peptides in a 
highly specific manner, if proline or alanine is the neighboring 
residue of the N-terminal amino acid in the sequence. 
Consequently, it is assumed that this enzyme participates in the 
regulation of polypeptides in vivo [Vanhoof, G. , Goossens, F., De 
Meester, I., Hendriks, D. , and Scharpe, S., Proline Motifs and 
their Biological Processing, FASEB Journal 9, 736 (1995)]. 

The glucose-dependent insulinotropic polypeptides: gastric 
inhibitory polypeptide 1-42 (GIP^^) and glucagon-like peptide 
amide-1 7-36 (GLP-1 7 . 36 ) , hormones that stimulate glucose-induced 
insulin secretion of the pancreas (also called incretins) , are 
substrates of DP IV, since they can split off the dipeptide 
tyrosinyl-alanine or histidyl-alanine from the N-terminal sequences 
of these peptides in vitro and in situ [Mentlein, R., Gallwitz, B., 
and Schmidt, W. E., Dipeptidyl Peptidase IV Hydrolyzes Gastric 
Inhibitory Polypeptide, Glucagon-Like Peptide-1 (7-36) amide, Peptide 
Histidine Methionine and Is Responsible for their Degradation in 
Human Serum. Eur. J. Biochem 214, 829 (1993)]. 

The reduction of the enzymatic activity such DP IV and DP IV 
analogs in the cleavage of such substrates in vivo can help /3 
effectively suppress unwanted enzymatic activity under laboratory 
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conditions as well as in pathological states in mammal organisms 
[Demuth, H.-U., Recent Developments in the Irreversible Inhibition 
of Serine and Cysteine Proteases. J". Enzyme Inhibition 3, 249-278 
(1990); Demuth, H.-U. and Heins, J., On the Catalytic Mechanism of 
Dipeptidyl Peptidases IV in Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26) in 
Metabolism and the Immune Response (B. Fleischer, Ed.), R. G. 
Landes, Biomedical Publishers, Georgetown, 1-35 (1995)]. For 
example, Diabetes mellitus (type II) (also called adult-onset 
diabetes) is based on reduced insulin secretion or disturbances in 
the receptor function that result, among other things, from 
proteolytically related concentration anomalies [Brown, J. C, 
Dahl, M. , Kwawk, S., Mcintosh, C. H. S., Otte, S. C, and Pederson, 
R. A. Peptides 2, 241 (1981); Schmidt, W. E. , Siegel, E. G. # 
Gallwitz, B., Kummel, H. , Ebert, R. , and Creutzfeldt, W. , 
Characterization of the Inulinotropic Activity of Fragments Derived 
from Gastric Inhibitory Polypeptide. Diabetologia 29, 591A (1986); 
Adelhorst, K. , Hedegaard, B. B. , Knudsen, L. B. , and Kirk, O. 
Structure-Activity Studies of Glucagon-Like Peptide. J. Biol, Chem. 
296, 6275 (1994)] 

In the current state of the art, hyperglycemia and related 
causes and/or aftereffects (including diabetes mellitus) are 
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treated by the administration of insulin (e.g., using material from 
isolated from bovine pancreas or produced by genetic engineering) 
to the sick organism in various forms of administration. All the 
known methods, including the recent ones, are characterized by high 
material costs, significant expenses, and frequently a significant 
worsening of the patient's quality of life. The classic method 
(daily i.v. insulin injection, common since the 1930' s) treats the 
acute symptoms of the disease, but after prolonged usage it leads 
to severe vascular changes (arteriosclerosis) and nerve damage 
[Lacy, P., Status of Islet Cell Transplantation. Diabetes Care 16 
(3) 76 (1993) ] . 

Recently, the installation of subcutaneous depot implants (the 
insulin is dispensed and there is no need for daily injections) and 
the implantation (transplantation) of intact Langerhans cells into 
the nonfunctional pancreatic gland or other organs and tissues have 
been proposed. Such transplants use expensive technology. 
Moreover, they represent risky surgery on the recipient organism 
and, in the case of cell transplantation, they also require methods 
of suppressing or bypassing the immune system [Lacy, P. , Treating /4 
Diabetes with Transplanted Cells. Sci Americ. 273 (1) 40-46 
(1995)] . 
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The preferably oral administration of high-affine, low- 
molecular enzyme inhibitors, on the other hand, is a cost-efficient 
alternative, for example, to invasive surgical techniques for the 
treatment of pathological manifestations. Such enzyme inhibitors 
are already used therapeutically as immunosuppressants, 
antithrombotics, and AIDS virostatics. By chemical design of their 
stability, transport, and clearance properties, their action can be 
modified and adapted to certain individual characteristics 
[Sandler, M. and Smith, H. J., Eds., Design of Enzyme Inhibitors 
as Drugs. Oxford University Press, Oxford (1989); Munroe, J. E. , 
Shepherd, T. A., Jungheim, L. N. , Hornback, W. J., Hatch, S. D., 
Muesing, M. A., Wiskerchen, M. A., Su, K. S., Campanale, K. M. 
Baxter, A. J., and Colacino, J. M. , Potent, Orally Bioavailable 
HIV-1 Protease Inhibitors Containing Noncoded D-Amino Acids. 
Bioorg. Medicinal Chem. Letters 5 (23), 2,897 (1995)]. 

The object of the invention is a simple and new process for 
reducing the blood glucose level which, in accordance with this 
invention, is achieved in that, by administering effectors to a 
mammal organism, the endogenous (or additionally exogenous ly 
administered) insulinotropic peptides GIP^ and GLP-1 7 _ 36 (or 
similarly GLP-1 7 _ 37 or analogs thereof) are decomposed in a causal 
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sequence to a reduced extent by DP IV enzymes or those similar to 
DP IV, thereby reducing or retarding the fall in the concentration 
of these peptide hormones or the analogs thereof. 

The invention is based on the surprising finding that a 
reduction in the DP IV or DP IV-like enzymatic activity acting in 
the blood circulation has a causal influence on the blood sugar 
level. It was found that: 

1. The reduction in DP IV or DP IV-analog activity results in 
a relative increase in stability of the glucose-stimulated or 
exogenous incretins (or analogs thereof), i.e. by administering DP. 
IV or DP IV-analogous proteins, it is possible to control incretin 
breakdown in the blood. 

2. Increased biological stability in the breakdown of 
incretins (or analogs thereof) changes the action of endogenous 
insulin. 

3. The increased stability in the incretin brought about by /5 
the reduction in DP IV or DP IV-analog enzymatic activity in the 
blood results in a subsequent change in the glucose-induced insulin 
action, thus leading to modulation in the blood glucose level that 

is controllable with DP IV effectors. 



9 



Thus, the invention relates to the use of effectors of dipeptidyl 
peptidase VI (DP IV or DP IV-analog enzyme activity) to reduce the 
blood sugar level to below the glucose concentration in 
characteristic of hyperglycemia in the serum of mammal organisms. 
In particular, the invention relates to the use of effectors of DP 
IV or DP IV-analog enzymatic activity in mammals to prevent or 
reduce pathological metabolic anomalies in the mammal organism, 
such as glucosuria, hyperlipidemia, metabolic acidosis, and 
diabetes mellitus. In an additional preferred embodiment, the 
invention relates to a process for reducing the blood sugar level 
to below the glucose concentration characteristic of hyperglycemia 
in the serum of a mammal organism, characterized in that the mammal 
organism is given a therapeutically active quantity of an effector 
of DP IV or DP IV-analog enzymatic activity. 

In a second preferred embodiment, the invention relates to 
effectors of DP IV or DP IV-analog enzymatic activity for use in a 
process for reducing the blood sugar level to below the glucose 
concentration characteristic of hyperglycemia in the serum of a 
mammal organism. 

The effectors of DP IV or DP IV-analog enzymes administered in 
accordance with this invention can be used in pharmaceutically 
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applicable formulated complexes as inhibitors, substrates, 
pseudosubstrates , inhibitors of DP IV expression, binding proteins, 
or antibodies of these enzyme proteins or combinations of the 
various substances that reduce the DP IV or DP IV-analog protein 
concentration in mammals. Effectors made in accordance with this 
invention include, for example, DP IV inhibitors such as the 
dipeptide derivatives or dipeptide mimetics alanyl pyrolidide, 
isoleucyl thiazolidide, and the pseudosubstrate N-valyl prolyl, 0- 
benzoyl hydroxylamine . Such compounds are known from the 
literature [Demuth, H.-U., Recent Developments in the Irreversible 
Inhibition of Serine and Cysteine Proteases. J. Enzyme Inhibition 
3, 249 (1990)] or may be produced by methods similar to those in 
the literature. 

The process in accordance with this invention represents a new 
approach to reducing elevated blood glucose concentrations in the 
serum of mammals. It is simple, commercially viable, and suitable 
for use in therapy, particularly in human medicine for illnesses 
that result from above-average blood sugar values. 

The effectors are administered in the form of pharmaceutical 
preparations containing the active ingredient in combination with 
conventional vehicles known from the state of the art. For 



example, it is administered parenterally (e.g., i.v. in 
physiological saline solution) or enterally (e.g., orally, 
formulated with conventional vehicles such as glucose) . 

Depending on their endogenous stability and their 
bioavailability, the effectors must be administered in single or 
multiple doses in order to achieve the desired normalization of the 
blood glucose value. For example, in the case of aminoacyl 
thiazolidides the dosage may lie in the range of 1.0 mg to 10.0 mg 
effector per kilogram. 
Exemplary Embodiments 

Example 1: Inhibition of DP IV-catalyzed hydrolysis of incretins 
GIP1-42 an< 3 GLP-1 7 _ 36 in situ 

The hydrolysis of incretins, caused by DP IV or DP IV-analog 
activity can be demonstrated or inhibited with the help of 
inhibitors, both in vitro with purified enzyme and in situ, for 
example in pooled human serum (Fig. 1) . 

In accordance with this invention, complete inhibition of the 
enzyme-catalyzed hydrolysis of both peptide hormones is achieved 
within 24 hours (lb and lc, top spectra) in situ by incubating 
30 uM GIP^ or 30 uM GLP-1 7 . 36 and 20 ]M isoleucyl thiazolidide 
(la), a reversible DP IV inhibitor, in 20% serum at pH 7.6 and 
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3 0°C. Synthetic GIP^ (5 \M) and synthetic GLP-1 7 „ 36 (15 uM) were 
incubated for 24 hours with human serum (20%) in 0.1 mM tricine 
buffer at pH 7.6 and 30°C. Samples of the incubation preparation 
(2.5 pmol of GIPi.42 and 7.5 pmol in the case of GLP-1 7 . 36 ) were taken 
after various times. The samples were cocrystallized with 2', 6'- 
dihydroxyacetophenone as a matrix and analyzed by MALDI-TOF mass 
spectroscopy. The spectra (Fig. 1) represent accumulations of 250 
individual laser shots per sample. 

(lb) The signals in the region of m/z 4980.1 ± 5.3 correspond 
to GIPi.42 (M 4975.6) and m/z 4745.2 + 5.5 to the DP IV hydrolysis 
product GIP 3 _ 42 (M 4740.4). 

(lc) The signals m/z 3325.0 ± 1.2 correspond to GLP-1 7 _ 36 (M 
3297.7) and m/z 3116.7 ± 1.3 to the DP IV hydrolysis product 
GLP-1 9 , 36 (M 3089.6) . 

In the test preparations without inhibitor, the incretins were 
almost completely broken down during this period of time (Figures 
lb and lc, bottom spectra) . 

Example 2. Inhibition of the breakdown of GLP-1 7 _ 36 by the DP IV 
inhibitor isoleucyl thiazolidide in vivo 
Observation of the metabolism of native incretins (GLP-1 7 _ 36 in 
this case) in the serum of rat in the presence of the DP IV 
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inhibitor isoleucyl thiazolidide (i.v., injection of a 1.5 uM 
inhibitor solution in 0.9% saline solution) compared to controls 
reveals that at a concentration of the inhibitor isoleucyl 
thiazolidide of ca. 0.1 mg/kg lab rat, no decomposition of the 
insulinotropic peptide hormone GLP-1 7 _ 36 is observed (Fig. 2) in the 
inhibitor-treated test animals (n=5) . 

For detecting the metabolites in the presence and absence of 
the DP IV inhibitor (20 minutes after the i.v. administration of 
inhibitor or saline solution) , the test and control animals were 
given 50 - 100 pM 125 I-GLP-1 7 _ 36 (specific activity ca. 1 uMCi/pM) 
i.v. Blood samples were taken 2-5 minutes and the plasma was 
extracted with 2 0% acetonitrile . Then the peptide extract was 
separated with RP-HPLC and the radioactivity of the fractions 
analyzed with a gamma counter. The activity that was found is 
indicated in cpm (counts per minute) , relative to the maximum. 
Example 3. Modulation of the insulin action and reduction in blood 
glucose level following- i.v. administration of the DP 
IV inhibitor isoleucyl thiazolidide 

In rat stimulated by intraduodenal (i.d.) injection of 
glucose, i.v. administration of various DP IV effectors, such as 
0 . 1 mg isoleucyl thiazolidide per kg rat, can result in a 
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temporarily delayed reduction in the glucose level, due to 
inhibitor action. This effect is dosage-dependent and is 
reversible after stopping the infusion of 0.05 mg/min of the DP IV 
inhibitor isoleucyl thiazolidide per kg rat. Unlike with the i.d. 
glucose-stimulated test animals, no similar effect was found after 
i.v. administration of the same glucose quantity in inhibitor- 
treated and control animals. 

Figure 3 illustrates these relationships, showing the 
inhibitor-dependent changes in the plasma parameters: A -DP IV 
activity, B - plasma insulin level, C - blood glucose level. The 
test animals (n=5, male Wistar rats, 200-225 g) were given an /9 
initial dose of 1.5 yM isoleucyl thiazolidide in 0.9% saline 
solution (A) or equal volumes of 0.9% saline solution without 
inhibitor (H) (control group, n=5) . The test group also received 
an infusion of the inhibitor of 0.75 yM/min for the 30-minute test 
period (*) . During that same period, the control group was infused 
with an inhibitor-free 0.9% saline solution. At time t=0 the 
animals received i.d. a glucose dosage of 1 g/kg 40% dextrose 
solution (w/v) . 

Blood samples were taken from all test animals at 10-minute 
intervals. Glucose measurements were made using whole blood 
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(Lifescan One Touch II analyzer) , while the DP IV activity and the 
insulin concentrations were determined in the plasma. 

The insulin test used here is sensitive between 10 and 
160 mU/ml [Pederson, R. A., Buchan, A. M. J., Zahedi-Ash, S., Chen, 
C. B., and Brown, J. C. .Reg. Peptides. 3, 53-63 (1982)]. The DP IV 
activity was determined spectrophotometrically [Demuth, H.-U. and 
Heins, J. On the Catalytic Mechanism of Dipeptidyl Peptidase IV, in 
Dipeptidyl Peptidase IV (CD 26) in Metabolism and the Immune 
Response (B. Fleischer, Ed.). R. G. Landes, Biomedical Publishers, 
Georgetown, 1-35 (1995)]. All measured values are indicated as 
mean values with their standard deviations. 

Claims /10 

L The use of effectors of dipedptidyl peptidase (DP IV) and 
DP IV-analog enzyme activity to reduce the blood sugar level to 
below the glucose concentration characteristic of hyperglycemia in 
the serum of a mammal organism. 

2, The use as recited in Claim 1, characterized in that the 
administration of effectors of DP IV or DP IV-analog enzyme 
activity in mammals serves to prevent or reduce pathological 
metabolic anomalies in mammal organisms, such as glucosuria, 
hyperlipidemia, metabolic acidosis, and diabetes mellitus . 
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3o The use as recited in Claim 1, characterized in that 
inhibitors, substrates, pseudosubstrates , inhibitors of DP IV 
expression, binding proteins, or antibodies of these enzyme 
proteins or combinations of the above-mentioned effectors are used 
as effectors of dipeptidyl peptidase (DP IV) and DP IV-analog 
enzyme activity. 

4. Effectors of DP IV or DP IV-analog enzyme activity for use 
in a process for reducing the blood sugar level to below the 
glucose concentration characteristic of hyperglycemia in the serum 
of mammal organisms. 
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Figure 1. MALDI-TOF analysis of DP IV-catalyzed hydrolysis of GIP^ 
(b) and GLP-1 7 _ 36 and their inhibition by isoleucyl 
thiazolidide (a) 

Key: 

(a) 20 iaM lle-thiazolidide; 

(b) without inhibitor; 

(c) lle-thiazolidide; 

(d) relative intensity; 

(e) 20 uM lle-thiazolidide; 

(f) without inhibitor 

Figure 2o HPLC analysis of the presence of GLP-1 metabolites in 
serum in the presence and in the absence of the DP IV 
inhibitor isoleucyl thiazolidide in vivo. 

Key: 

(a) Controls; 

(b) Treated with inhibitor; 

(c) Elution time (min) . 

Figure 3« Influence of the DP IV inhibitor isoleucyl thiazolidide 
on various blood parameters in i.d. glucose stimulated 
rat . 

Key: 

(a) rel. DP IV activity; 

(b) Inhibitor - [illegible] ; 

(c) Insulin; 

(d) Glucose cone, relative to normal; 

(e) Time (min) . 
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